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原发性肝细胞癌、癌旁及肝硬化组织中 ＣＤ３＋
细胞的研究

陈罡，罗殿中，李萍，郭芳

（广西医科大学 病理教研室，广西 南宁 ５３００２１）

　　摘要：为探讨 ＣＤ３在原发性肝细胞癌、癌旁、肝硬化及正常肝组织中的表达，并探讨 ＣＤ３＋细胞

与肝癌、肝硬化的关系。笔者对 ６０例原发性肝细胞癌组织、６２例单纯性肝硬化及 ２１例正常肝组织，

用 ＳＰ免疫组化法进行染色，定量分析其阳性细胞数。结果示：（１）ＣＤ３＋细胞平均数从高到低依次

为：肝癌癌旁组织、癌组织、肝硬化及正常肝组织（Ｐ＜０．０５）；（２）肝癌组织中 ＣＤ３＋细胞平均数与

组织学分级和临床 ＴＮＭ分期无关；（３）肝癌 １５个月内有转移组的癌组织中 ＣＤ３＋细胞数少于无转

移组（Ｐ＜０．０１）。提示 ＣＤ３＋细胞可作为反映机体抗肿瘤免疫状态及判断患者预后的重要指标。
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　　淋巴细胞是构成机体免疫系统的重要组成部

分，主要 有 Ｔ淋 巴 细 胞、Ｂ淋 巴 细 胞、自 然 杀 伤

（ＮＫ）细胞、自然杀伤 Ｔ（ＮＫＴ）细胞等细胞亚群。Ｔ

淋巴细胞是细胞免疫的主要效应细胞，其在细胞免

疫乃至整个免疫系统中有着举足轻重的地位［１］。

ＣＤ３分子分布于所有成熟的 Ｔ细胞表面，至少由

γ，δ，ε，ζ，η５种多肽链组成，与 Ｔ细胞抗原受体

非共价连接。ＣＤ３单克隆抗体可诱导 ＣＤ３多肽和

ＴＣＲ形成共帽（ｃｏｃａｐｐｉｎｇ），并诱导 Ｔ淋巴细胞活

化。因此通过检测 Ｔ细胞的数量，可了解机体的抗

肿瘤细胞免疫功能状态［２］。本研究旨在探讨肝癌、

肝硬化组织中的 ＣＤ３的表达情况，并分析 ＣＤ３＋

细胞与肝癌预后的关系，从而研究肝癌患者的局部

免疫状态。

１　材料与方法

１．１　标本分组

１．１．１　原发性肝细胞癌组　６０例。均为广西医
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手术切除标本，为病理学检查证实。男 ５７例，女 ３

例；年龄 ２３～７３（平均 ４６．９±１１．８）岁。甲胎蛋

白（ＡＦＰ）阳性 ３８例，阴性 ２２例。术后均继续进行

以化疗为主的综合治疗。肝细胞癌分级按照世界

卫生组织（ＷＨＯ）的标准分为高分化（Ｇ１级）、中分

化 （Ｇ２级）和低分化 （Ｇ３级）三级［３］，本组 Ｇ１级

３例，Ｇ２级 ３８例，Ｇ３级 １９例。肝细胞癌按国际

ＴＮＭ分期分为 Ｉ，ＩＩ，ＩＩＩ，ＩＶ期［３］；其中 Ｉ期 ３例，ＩＩ

期 ２８例，ＩＩＩ期 １１例，ＩＶ期 １８例。追踪 １５个月，

转移复发情况由病理学和临床决定［４］。失访 ６例。

有转移复发者 ２５例，无转移复发者 ２９例。

１．１．２　癌旁组织组　６０例。为距癌结节 ２ｃｍ以

上的肝组织，其中伴肝硬化 ４６例，无肝硬化 １４例。

１．１．３　肝硬化组　６２例。男 ４７例，女 １５例，年

龄 １５～７４（平均 ４３．０±１２．０）岁。

１．１．４　正常肝组织组　２１例。标本取自肝血管

瘤手术标本中的周围正常肝组织；男 ９例，女 １２

例，年龄 ２６～６７（平均 ４４．５±１１．８）岁。

１．２　试剂

免疫组化 ＳＰ试剂盒，一抗鼠抗人 ＣＤ３单抗为

美国 ＭＡＸＩＭ公司产品。

１．３　方法
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每例标本分别进行两种处理：（１）常规切片 ＨＥ

染色复查诊断；（２）用于免疫组织化学（免疫组化）

染色的标本按如下方法处理。１０％中性福尔马林

液固定，石蜡包埋；切片厚 ３～４μｍ，贴在预先涂有

多聚赖氨酸的干净载玻片上，放入 ５５～６０℃恒温

箱 ２４ｈ以上，至染色时取出，以防止脱片。常规 ＳＰ

法染色：每张切片加 １滴过氧化物酶阻断溶液，以

消除内源性过氧化物酶的活性，室温孵化 １０ｍｉｎ，

ＰＢＳ液冲洗 ３×３ｍｉｎ；热抗原修复处理，ＰＢＳ液冲

洗 ３×３ｍｉｎ；加非免疫动物血清，室温孵育 １０ｍｉｎ，

以减少非特异性背景；倾去血清，勿洗，滴加 １滴一

抗 ＣＤ３，室温孵育 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗 ３×３ｍｉｎ；每

张切片滴加 １滴生物素标记的二抗，室温孵育 １５

ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗 ３×３ｍｉｎ；甩去 ＰＢＳ液，每张切片

滴加 １滴链霉素抗生物素蛋白———过氧化物酶溶

液，室温孵育 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗 ３×３ｍｉｎ；ＤＡＢ显

色，苏木素复染，脱水，干燥，透明，中性树胶封固，

光学显微镜观察。设立对照：以已知淋巴结阳性切

片为阳性对照；以 ＰＢＳ代替第一抗体为阴性对照。

１．４　结果判定

细胞膜及细胞浆内若出现棕黄色信号为阳性

细胞，呈圆形或者椭圆形。由于 ＣＤ３＋细胞在肝组

织中分布的不均衡性，ＣＤ３＋细胞的计量采用三种

不同的计数方法：随机 ＣＤ３＋细胞平均数［随机观

察至少 １０个高倍镜（１０×４０）视野］、纤维组织中

ＣＤ３＋细胞平均数 ［至少随机观察 １０个纤维组织

中视野］、肝细胞中 ＣＤ３＋细胞平均数 ［至少随机

观察 １０个肝细胞中视野］。

１．５　统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件对数据进行 ｔ检验及

秩和检验，以 Ｐ＜０．０５判为差异有显著性意义。

２　结　果

２．１　ＣＤ３＋细胞在各种组织中的分布情况

正常肝组织中，ＣＤ３＋细胞散在分布于肝小叶

的肝窦中，汇管区稍密集；单纯性肝硬化中 ＣＤ３＋

细胞主要密集分布在假小叶周围增生的纤维组织

及汇管区内，肝细胞间的肝窦中也有少量分布（图

１）；癌与癌旁组织中 ＣＤ３＋细胞亦是密集在间质

纤维组织内，部分散布在癌旁的肝窦及癌组织的血

窦内（图 ２）。

图 １　肝硬化组织中的 ＣＤ３＋细胞（×１００） 图 ２　ＨＣＣ中的 ＣＤ３＋细胞（×４００）

２．２　不同计数方法 ＣＤ３＋细胞在肝组织中的分

布情况

２．２．１　随机 ＣＤ３＋细胞平均数的分布情况　癌旁

组织 最 高，为 （８０．２１±２３．４８）／ＨＰ；癌 组 织 为

（６０．５１±１８．９３）／ＨＰ；肝硬化组织为（５２．９８±

１８．６５）／ＨＰ，正 常 肝 组 织 最 低，为 （４５．４１±

１１．６５）／ＨＰ。各组相比差异均有显著性 （Ｐ ＜０．

０５）。

２．２．２　纤维组织中 ＣＤ３＋细胞平均数的分布情况

　癌旁组织最高，为（１４３．３４±４６．３１）／ＨＰ；癌组

３４１
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织为（１０７．８６±３５．０４）／ＨＰ；肝硬化组织为（８９．５９

±３７．０２）／ＨＰ；正常肝组织最低，为（７６．０８±２３．

０５）／ＨＰ。各组相比差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）。

２．２．３　肝细胞中 ＣＤ３＋细胞平均数的分布情况　

癌组织（９．１５±８．０６）／ＨＰ，癌旁组织（１１．３８±

５．４８）／ＨＰ，肝硬化组织（１２．４１±６．６３）／ＨＰ，正常

肝组织（１０．２６±４．５０）／ＨＰ；各组相比差异均无显

著性（Ｐ＞０．０５）。

２．３　ＣＤ３＋细胞计数与组织学分级的关系

肝癌组 织 及 癌 旁 组 织 各 组 织 学 分 级 的 随 机

ＣＤ３＋细胞平均数、纤维组织中 ＣＤ３＋细胞平均数

和肝细胞中 ＣＤ３＋细胞平均数相比差异均无显著

性（Ｐ＞０．０５）。

２．４　ＣＤ３＋细胞计数与临床 ＴＮＭ 分期的关系

临床分期肝癌组织随机 ＣＤ３＋细胞平均数 ＩＩＩ，

ＩＶ期［（６２．５４±２２．１６）／ＨＰ］高于 Ｉ，ＩＩ期［（５８．６０

±１５．４５）／ＨＰ］；癌旁组织 ＩＩＩ，ＩＶ期 ［（８４．５４±

２２．２８）／ＨＰ］高 于 Ｉ，ＩＩ期 ［（７６．１６±２４．２０）／

ＨＰ］，但差异均无显著意义（Ｐ ＞０．０５）。肝癌组

织纤维组织中 ＣＤ３＋细胞平均数 ＩＩＩ，ＩＶ期［（１０８．

４８±２１．４２）／ＨＰ高 于 Ｉ，ＩＩ期 ［（１０３．４０±１８．

４２）／ＨＰ］，癌 旁 组 织 ＩＩＩ，ＩＶ期 ［（１３６．５８±１４．

７８）／ＨＰ］高于 Ｉ，ＩＩＩ期［（１２９．２３±２１．１８）／ＨＰ］，

但差异均无显著意义（Ｐ ＞０．０５）。肝细胞中 ＣＤ

３＋细胞平均数与临床分期无明显关系。

２．５　ＣＤ３＋细胞计数与转移复发的关系

１５个月内有转移复发的癌组织中随机 ＣＤ３＋

细胞平均数（５３．０８±１５．９７）／ＨＰ少于无转移复发

组的（６５．５±２１．１１）／ＨＰ（Ｐ ＜０．０５）。癌组织纤

维组织中 ＣＤ３＋细胞平均数（１０１．１６±１４．３２）／

ＨＰ少于无转移复发组的 （１２６．３４±２１．１１）／ＨＰ

（Ｐ＜０．０５）。癌旁组织转移组随机 ＣＤ３＋细胞平

均数（７５．６９±２５．５８）／ＨＰ小于无转移组的 ８４．４５

±２３．１７／ＨＰ，但两组相比差异无显著性（Ｐ ＞０．

０５）。癌旁组织有转移的纤维组织中 ＣＤ３＋细胞平

均 数 （１４０．８１±２３．２５）／ＨＰ小 于 无 转 移 组 的

（１５１．９８±２１．３４）／ＨＰ，差异亦无显著性（Ｐ ＞０．

０５）。肝细胞中 ＣＤ３＋细胞平均数与转移复发亦无

明显关系。

３　讨　论

ＣＤ３是成熟 Ｔ细胞的共同分化抗原，表达于所

有成熟的 Ｔ细胞表面，代表组织内总的 Ｔ淋巴细

胞［１］。Ｔ细胞是一类重要的免疫活性细胞，包含 ２

个 Ｔ细 胞 亚 群 （ＣＤ４＋细 胞 和 ＣＤ８＋细 胞 ）。

ＣＤ８＋细胞可通过细胞毒作用攻击清除肿瘤细胞，

其对靶细胞的识别与杀伤受 ＭＨＣＩ类抗原的限

制。这类细胞主要是 ＣＤ３＋，ＣＤ４－，ＣＤ８＋的细

胞。一部分 ＣＤ４＋细胞释放出 Ｔ细胞生长因子，

能促进 Ｔ细胞浸润；一部分 ＣＤ３＋，ＣＤ４＋，ＣＤ８－

的细胞对肿瘤细胞的识别和杀伤受 ＭＨＣＩＩ类抗

原的限制，杀伤带有相同等位型 ＭＨＣＩＩ类抗原的

肿瘤细胞。Ｔ细胞除直接介导细胞免疫功能外，

对机体免疫应答的调节起关键作用。近年来，也

有大量证据表明 Ｔ淋巴细胞对肿瘤细胞具有杀伤

作用。在肿瘤免疫过程中，无论是肿瘤抗原的识

别、呈递以及各种淋巴因子的分泌，Ｔ淋巴细胞都

担负着极其重要 的作 用［５］。因 此 肝 脏 组 织 中 的

ＣＤ３＋细胞浸润，可能是局部免疫调节作用的结

果。

研究［６］显示，有一类 γδＴ淋巴细胞其表面同时

表达 ＣＤ３和 ＣＤ５６分子，绝大多数不表达 ＣＤ４及

ＣＤ８分子，这类细胞称为自然杀伤 Ｔ（ＮＫＴ）细胞。

有研究［７］表明，肝脏内 ＮＫＴ细胞约占肝内淋巴细

胞总数的 ２０％ ～３０％，被认为在抗肿瘤的发生和

转移中发挥重要作用。本研究的 ＣＤ３＋细胞包括

了 ＣＤ４＋细胞、ＣＤ８＋细胞和 ＮＫＴ细胞，但仅对 Ｔ

细胞进行了一种标记，未能明确具体的 Ｔ细胞的

种类和分布。如何用免疫组化的方法观察各种 Ｔ

细胞的分布和数量，还有待探讨。

本研究可见，ＣＤ３＋细胞明显地集中在间质尤

其是纤维组织中，肝细胞中只有散在的分布，且其

ＣＤ３＋细胞数在不同疾病、肝癌的组织学分级、临

床分期以及转移情况中均无统计学意义。说明发

挥细胞免疫作用的 Ｔ细胞主要在间质中。其中随

机 ＣＤ３＋细胞平均数和纤维组织中 ＣＤ３＋细胞数

４４１
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在单纯性肝硬化组中高于正常组，说明肝硬化中

有一定的炎症反应，代表患者对局部抗原刺激的

免疫反应。在肝癌组织中，肿瘤细胞产生肿瘤特

异性抗原刺激肿瘤特异性 Ｔ细胞生成，故肝癌组

织的 ＣＤ３＋细胞数量明显高于肝硬化组及正常肝

组织组。癌灶中央有部分组织血供差，常有缺血

坏死。尽管任何非机体正常物质对机体而言均是

抗原，但只有大分子的抗原才能启动淋巴细胞活

化和抗体反应成为免疫原。当癌细胞被完全摧毁

并彻底碎裂时，其抗原也减少，使免疫细胞对其趋

化性减弱；而肿瘤周围则血供丰富，炎症反应明

显，故癌组织中 ＣＤ３＋细胞少于癌旁组织。此结

果与巴明臣［８］等 人 的 研 究 结 果 一 致。笔 者 还 认

为，肿瘤组织 ＣＤ３＋细胞浸润多少，血液供应是一

重要因素；此外，可能与肿瘤细胞抗原性强弱有很

大关系。尽管肿瘤细胞与 Ｔ淋巴细胞空间关系密

切，但未发现二者交界处有肿瘤细胞坏死现象。

这提示 Ｔ淋巴细胞对肿瘤细胞的杀伤可能不是通

过直接接触，而是通过释放淋巴因子等途径实现

的。肿瘤周围组织细胞生长活跃，其抗原性较强，

而肿瘤中心组织肿瘤细胞处于衰退期，或已经坏

死，抗原性较差，因此肿瘤周围组织 ＣＤ３＋细胞明

显高于肿瘤实质组织和中心坏死组织。

肝癌组织及癌旁组织中各组织学分级的阳性

细胞数之间差异均无显著性（Ｐ ＞０．０５），提示

ＣＤ３＋细胞与肿瘤的分化程度无明显关系。临床

分期肝癌组织 ＩＩＩ，ＩＶ期高于 Ｉ，ＩＩ期，癌旁组织 ＩＩＩ，

ＩＶ期也高于 Ｉ，ＩＩ期，但差异均无显著意义（Ｐ ＞

０．０５）。在 ６０例肝癌患者中，淋巴结转移和远处

转移很少（淋巴结转移者 ５例，远处转移者 ２例），

而临床分期主要由肿块大小、结节数量、是否侵犯

血管等因素决定；ＩＩＩ，ＩＶ期的 ＣＤ３＋细胞稍高，可

能与肿块大，结节多则局部抗原相对多有关。１５

个月内转移复发组癌组织中 ＣＤ３＋细胞数少于无

转移复发组（Ｐ ＜０．０５），说明转移复发组的细胞

免疫状态差于无转移复发组。以上结果表明，ＣＤ

３＋细胞与预后有较密切的关系，是较好的判断预

后的指标。

综上所述，ＣＤ３阳性细胞代表了 Ｔ淋巴细胞和

ＮＫＴ细胞的数量，亦部分反映了肝癌患者的局部

免疫状态。随着肿瘤的逐步发展，ＣＤ３＋细胞数

有下降趋势。但本实验仅进行了 ＣＤ３一种标记，

有一定局限性。如果能 对 Ｔ细胞 进行 多抗体标

记，并研究其数量与肿瘤分期的关系，则能更好地

反映机体对肿瘤的细胞免疫状况。

参考文献：

［１］　曹志新，陈孝平，吴在德．肝癌合并肝硬化患者脾脏 Ｔ

细胞亚群免疫状态的研究 ［Ｊ］．中 国 普 通 外 科 杂 志，

２００２，１１（６）：３６１－３６３．

［２］　宋京翔，李国新，王小林，等．早期乳癌患者机体免疫

功能变化的临床意义［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００２，

１１（６）：３６９－３７１．

［３］　王英，崔忠，李开宗，等．肝细胞肝癌中 ｐ１５基因产物

的表达及其意 义 ［Ｊ］．中 国 普 通 外 科 杂 志，２００４，１３

（７）：５４０－５４２．

［４］　周奇，王广田，梁力建，等．ＣｙｃｌｉｎＥ在肝细胞癌中的表

达及其意义［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００４，１３（３）：

１９３－１９５．

［５］　郭雅，彭民浩，黎乐群．生长激素对肝癌切除后患者

免疫功 能 及 预 后 的 影 响 ［Ｊ］．中 国 普 通 外 科 杂 志，

２００３，１２（３）：１６３－１６５．

［６］　 ＮｏｒｒｉｓＳ，ＣｏｌｌｉｎｓＣ，ＤｏｈｅｒｔｙＤＧ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｉｄｅｎｔｈｕｍａｎ

ｈｅｐａｔｉｔｉｓｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｒｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，１９９８，２８（１）：８４－９６．

［７］　ＥｂｅｒｌＧ，ＬｅｅｓＲ，ＳｍｉｌｅｙＳＴ，ｅｔａｌ．Ｔｉｓｓｕｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｅｇｒｅ

ｇａｔｉｏｎｏｆＣＤ１ｄ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎｄＣＤ１ｄ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔＮＫＴ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９９９，１６２：６４１０－６４１９．

［８］　巴明臣，何生．原发性肝细胞癌不同部位肿瘤浸润性

淋巴细 胞 得 率 及 成 活 率 ［Ｊ］．中 国 普 通 外 科 杂 志，

１９９９，８（２）：１３３－１３４．

５４１




